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\Apparatus for hybridizing double- stranded DNA samples on 
oligomer chips comprises pump which works in both directions, 
sealed hybridization chamber, cooler and heater connected by 
pipes 
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NOVELTY - An apparatus for hybridizing double-stranded DNA 
samples on oligomer chips comprises a pump (4) which works in 
both directions, a sealed hybridization chamber (1), a cooler 
(2) and a heater (3) connected by pipes (5) . DETAILED 
DESCRIPTION - An INDEPENDENT CLAIM is included for a method for 
hybridizing double-stranded DNA samples on oligomer chips using 
apparatus as described above in which the probe is first 
denatured in the heater, cooled, hybridized and then denatured 
again. The probe is subjected to at least two cycles of this 
treatment.; The invention is used for hybridizing double- 
stranded DNA samples on oligomer chips. DESCRIPTION OF 
DRAWING ( S ) - The drawing shows the hybridization apparatus. 
Hybridization chamber 1 Cooler 2 Heater 3 Pump 4 Pipes 5 Sample 
container 6 Lid of hybridizing chamber 21 Tempering block 24 
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@> Vorrichtung und Verfahren zur Hybridisierung doppelstrangiger DNA-Proben an Oligomer-Arrays 
(57) Beschrieben wird einc Vorrichtung zur Hybridisierung ^ ^ 

doppelstraniger DNA-Proben an Oligomer- Arrays, umfas- 

send mindestens eine in zwei Richtungen fordernde Pum- 

pe (4, 14), eine geschlossene Hybridisierungskammer (1, 

11), ein Kuhlelement (2, 12) und ein Heizelement (3, 13), 

wobei die einzelnen Komponenten in der oben genannten 

Reihenfolge jeweils miteinander durch Flussigkeiten for- 
dernde Leitungswege (5, 15) verbunden sind. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betriffl eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur Hybridisierung doppelstrangiger DNA-Proben an Oli- 
gomer- Arrays. 

Hybridisierungen von Proben-DNA auf Oligomer Chips, 
beispielsweise Oligonukleotid- Arrays, werden zum Nach- 
weis bestirnmter Sequenzen in der Proben-DNA durchge- 
fuhrt. Ein moglicher Ansatz, "Sequencing by hybidisati- 
on(SBH)", emiittelt dabei sogar die volistandige Sequenz 
der Proben-DNA oder zumindest groGer Teilc davon. Alle 
spezifische Hybridisierungen werden jedoch auch ausge- 
fuhrt, um besliminte Veranderungen in der Proben-DNA, 
z. B. Punklmutauonen, nachzuweisen. Die Proben-DNA 
liegt jedoch, da sie zumeist vorher mittels PCR amph fi ziert 
wurde, in der Regel doppelstrangig vor, damit stent sie im 
wesentlichen einer Hyhridisierung mil den Oligomeren 
nicht mchr zur Vcrfugung. Die vorlicgcndc Erfindung bc- 
schreibt eine Vorrichtung, die zur effizienten Hybridisierung 
doppelstrangiger DNA an Oligomer Arrays dient . 

Im Stand der Technik sind eine Reihe von Hybridisie- 
rungskammern bekannt. So beschreiben die US- 
A 5,100,775, US-A 5,360,741 oder US-A 5,466, 603 Hybri- 
disierungskammem, welche fur die unterschiedlichsten 
Zwecke und Bedurfnisse angepaBl sind. Derartige Hybridi- 
sierungskammem werden inzwischen vielfach komrnerziell 
angeboten, sind aber im Allgemeinen nicht separat tempe- 
rierbar. Auch sind fur die Aufnahme von Objekttragern ge- 
eignete Hybridisierungskammern bekannt. Weiterhin gibt es 
an den Randern selbstklebende Folien, die durch das Auf- 
kleben auf Objekttrager Hybridisierungskammern bilden 
konnen. Bekannt ist auch eine pneumatisch ansteuerbare 
und temperierbare Hybridisierungskammer, bei der die Hy- 
bridisierung seigenschaft en durch die Bewegung der Hybri- 
disierungsflussigkeit verbessert sein sollen. 

Alle diese Vorrichtungen erfordern jedoch, daB die dop- 
pelstrangige Proben-DNA vor der Hybridisierung entweder 
therniisch denaturierl wird, einer der Strange selektiv zuvor 
abgetrennt wird (z. B. kann ein Primer in der PCR mit Biotin 
markiert sein und in einem nachfolgenden Schriu durch 
Bindung an Streptavidin selektiv ein Strang aus der Losung 
entfernt werden) oder aber durch enzymatische Verfahren 
ein Strang im UberschuB erzeugt wird, damit die an den Oli- 
gomer- Array zu hybridisierenden Abschnitte nicht von 
komplementaren Strangen blockiert werden. Diese Verfah- 
ren stellen nicht nur einen zusatzlichen Schritt dar, sondem 
sie sind auch speziell im Falle des Biotins teuer und im Falle 
enzymatischer Reakuonen oftmals schlecht reproduzierbar. 
Sollen beide Strange jedoch durch den Oligomer- Array 
nachgewiesen werden, so kommt ohnehin nur die thermi- 
sche Denaturierung in Frage. Das Problem dabei ist jedoch 
das sogenannte Reannealing, das heiBt daB die komplemen- 
taren Strange nach dem Denaturieren wiederum miteinander 
hybridisieren, was schneller als eine Hybridisierung mit Oli- 
gomeren auf dem Chip erfolgen kann. Dieses Problem wird 
auch durch einmalige Denaturierung nicht gelost. Wird da- 
gegen in der Kammer denaturiert, so werden bereits an den 
Oligomer Array hybridisierte DNA-Fragmente ebenfalls 
wieder abgelost. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, eine 
Vorrichtung zu schaffen, welche die Nachteile des Standes 
der Technik uberwindet und eine effeku ve Hybridisierung 
von doppelstrangigen DNA-Proben ermoglicht. 

Die Aufgabe wird durch die Merkmale des Anspruchs 1 
gelost. Vortcilhaftc Ausgcstaltungcn sind in den abhangigen 
Unteranspriichen gekennzeichnel. 

Die Aufgabe wird also durch eine Vorrichtung zur Hybri- 
disierung doppelstrangiger DNA-Proben an Oligomer- Ar- 
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rays (Oligomcr-Chips) gelost, umfassend mindestens eine in 
zwei Richtungen fordernde Pumpe. eine geschlossene Hy- 
bridisierungskanimer, ein Kuhlelenient und ein Heizele- 
nient, wobei die einzelnen Komponenten in der ohen gc- 
5 nannten Reihenfolge jeweils miteinander durch Fliissigkei- 
ten fordernde Lei tungswege verbunden sind. 

Die hier beschriebene Vorrichtung ermoglicht ein peri- 
odisches Denaturieren der DNA-Probc, ohne eine Abiosung 
bereits an Oligomere hybridisierter DNA zu erzeugen und 

10 uberwindet damit die im Stand der Technik erwahnten Pro- 
bleme. Dadurch, daB die DNA-Probe vor dem Aufbringen 
auf den Chip therniisch denaturiert und dann plotzlich abge- 
kuhlt wird, liegt sie bei Kontaktierung mit dem Chip iiber- 
wiegend in einzelstrangiger Form vor. Damit stent ein gro- 

15 Ber Teil der ansonsten doppelstrangigen DNA-Probe fur Hy- 
bridisierungen mit dem Oligomer- Array zur Verfugung. 
Durch Hin- und Herpumpen der Probenflussigkeit stellt die 
Vorrichtung sichcr, daB dicscr Vorgang so haufig wicdcrholt 
wird, bis ein ausreichender Teil der doppelstrangigen DNA- 

20 Probe an die Oligomere des Chips hybridisiert hat. Zugleich 
findet durch diesen ProzeB ein Mischen in der Kammer wah- 
rend der Hybridisierungsphase stall. 

ErfindungsgemaB ist bevorzugt, daB die Pumpe eine peri- 
staltische Pumpe, eine Schlauchpumpe oder eine Kolben- 

25 pumpe ist.. Die Pumpe soli in der Lage sein, kleine Flussig- 
keitsmengen prazise in Saug- und Druckrichtung zu fordem. 
Dies kann erfindungsgemaB auch durch eine dem Fachmann 
bekannte Schaltung mittels \fentilen, wie Mehrwegventilen 
erfolgen, welche ihrerseits wieder extern ans teuer- und/oder 

30 regel bar sind. 

Besonders bevorzugt ist es dabei, daB die Pumpe pro- 
grammierbar oder durch ein Computer gesteuert ist. Derar- 
tige Steuerungen und/oder Computerprogramme sind dem 
Fachmann an sich bekannt. 

35 ErfindungsgemaB bevorzugt ist es ferner, daB die Hybri- 
disierungskamnier mindestens einen Deckel, mit durch die- 
sen hindurch gefuhrten Ein-/AuslaBkanalen, und einen Tem- 
perierblock, mil einem darauf auflegbaren oder festlegbaren 
Oligomer-Array, umfaBt. 

40 Dabei ist insbesondere bevorzugt, daB weiterhin ein 
Kuhlkorper vorhanden ist, auf welchem der Temperierblock 
angeordnet ist. 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist ferner eine \fcrrichtung, 
wobei das Volumen der Hybridisierungs kammer bei einge- 

45 legtem Oligomer-Chip weniger als 200 pi betragt. 

Besonders vorteilhaft ist es, daB die Hybridisierungskam- 
nier fur die Aufnahme handelsublicher Objekttrager oder 
Mikroskopobjektrager vorgerichtet ist. 

ErfindungsgemaB bevorzugt ist es auch, daB das Kuhlele- 

50 ment den Leitungsweg fest umschlieBt. 

Bevorzugt ist es ferner, daB das Heizelement den Lei- 
tungsweg fest umschlieBt und daB der Leitungsweg mit sei- 
nem offenen Ende aus dem Heizelement herausragt. Dabei 
ist es allemativ bevorzugt, daB das Heizelement ein Proben- 

55 gefaB mindestens teilweise umschlieBt und das der Lei- 
tungsweg mit seinem offenen Ende in die in dem Probenge- 
faB vorhandenen Probenlosung eintaucht und da8 dieser 
Leitungsweg gegebenen falls bis auf die Innenseite des Bo- 
dens des ProbengefaBes gefuhrt ist. 

60 Bevorzugt ist es ferner, daB die Lei tungswege Schlauche 
sind und vorzugsweise aus einem inerten Material, Silikon- 
kautschuken, Polytetrafluorethylen, Polyvinylchlorid, Poly- 
ethylen und/oder Edelstahl bestehen. Auch andere inerte 
Mated alien kommen in Frage und sind dem Fachmann be- 

65 kannt. 

Ganz besonders bevorzugt ist es, daB die Hybridisie- 
rungskamnier, das KuhlelemenU das Heizelement und der 
Temperierblock unabhangig voneinander temperierbar sind. 
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Bevorzugt ist es ferner, daB dcr Ternperierblock der Hy- 
bridisierungskammer gleichzeitig als Kuhlelement ausgebil- 
dei ist. 

Es isl weiterhin bevorzugt, da 6 das Vol u men der Lei- 
tungswege zwischen dem Heizelement und dem EinlaBka- 
nal der Hybridisierungskaminer kleincr als das Volumen der 
Hybridisierungskammer selbst isl. 

Die vorliegende Erfindung wird an Hand der beigefugten 
Abbildungen naher erlauien. 

Es zeigen: 

Fig. la eine schematische Darstellung einer erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung in eineni ersten Ausfuhrungsbeispiel, 

Fig. lb eine scheniatische Darstellung einer erfindungs- 
gemaBen Vorrichtung in einem zwei ten Ausfuhrungsbei- 
spiel und 

Fig. 2 eine perspektivische An sich t einer Ausfuhrungs- 
form einer erfindungsgemaBen Hybridisierungskainmer. 

Gegenstand dcr vorlicgcndcn Erfindung ist cine wic in 
Fig. la/b schematisierte Vorrichtung zur Hybridisierung 
doppelslrangiger DNA-Proben an Oligomer- Arrays (Oligo- 
mer-Chips). Sie besleht aus einer geschlossenen und tempe- 
rierbaren Hybridisierungskaminer 1, 11, einer Pumpe 4, 14, 
einem Heizelement 3, 13 und einem Kuhlelement 2,12, die 
jeweils miteinander durch Fliissigkeit fordemde Leitungs- 
wege 5, 15, bevorzugt Kunstsloflschlauche verbunden sind. 

Die Hybridisierungskaminer 1, 11 (Fig. 2) besteht bevor- 
zugt aus zwei Teilen, einer Schale zur Aufnahme der Oligo- 
mer- Arrays 23 und einem Deckel 21, die bevorzugt durch 
einen Klappmechanismus aufeinandergedruckt werden kon- 
nen. Im Deckel befindet sich bevorzugt eine Aussparung fur 
eine Dichtung, welche die Seitenwande der Kammer bildet. 
Der Deckel enthalt auch die Durchfiihrungen 22 fur die 
Schlauchanschliisse 5, 15 oder andere Forderkaniile fur 
Russigkeiten. Die Kammer ist bevorzugt durch ein Peltier- 
Element temperierbar. 

Bei der Pumpe handelt es sich bevorzugt um eine nach 
peristaltischem Prinzip arbeitende Schlauchpumpe oder 
aber um eine Kolbenpumpe, die zur automatisierten Durch- 
fuhrung des Verfahrens selbst programmierbar ist oder aber 
bevorzugt durch einen PC angesteuert werden kann. Die 
Probe wird zyklisch durch die Pumpe bewegt und zuerst im 
Heizelement denaturiert, im Kuhlelement gekuhlt und nach- 
folgend in der Hybridisierungskainmer hybridisiert. Danach 
wird sie wieder in den Heizblock gepumpt und denaturiert. 
Dieser Vorgang wird zyklisch wiederholt und die Vorrich- 
tung kann bevorzugt beliebig viele, mindestens aber zwei 
solcheZyklen automatisiert hintereinander durchfuhren. 

Das Heizelement wie auch das Kuhlelement bestehen be- 
vorzugt aus je einem Metallblock, dessen Temperatur be- 
sonders bevorzugt durch ein Peltier-Element geregelt wird. 
In einer bevorzugten Variante umschlieBen sowohl das Hei- 
zelement wie auch das Kuhlelement jeweils einen Schlauch, 
durch den die Probenlosung gefordert wird. Alternativ kann 
das Heizelement ein GefaB aufnehmen, bevorzugt aus 
Kunststoff bestehend (z. B. "Eppendorf-Cup"). Der 
Schlauch oder ein anderer Kanal reicht in diesem Fall bis 
auf den Boden dieses GefaBes, um dort die Proben fliissig- 
keit anzusaugen. Die DNA-Probe kann so zuin Kuhlelement 
und zur Hybridisierungskainmer gefordert werden. In einer 
weiteren Variante der Erfindung wird kein Kuhlelement ver- 
wendet, sondern die schnelle Abkuhlung der im Heizele- 
ment erhitzten Probe erfolgt durch den Kontakr mit der tem- 
perierten Hybridisierungskammer. 

Die Hybridisierungskammer kann Oligomer-Chips auf- 
nehmen, auf denen Oligonuklcotidc und/odcr PNA-Oligo- 65 
mere (Peptide Nucleic Acids) immobilisiert sind. In einer 
besonders bevorzugten Variante nimmt die Hybridisierungs- 
kammer handelsubliche Objekttrager auf, wie sie auch in 
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der Mikrokopie verwendet werden. Besonders bevorzugt 
betragt das Volumen, das die Hybridisierungskammer bei 
eingelegtem Oligomer-Chip faBt, weniger als 200 ul. 

Ein Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auch ein 
Verfahren zur Hybridisierung doppelslrangiger DNA-Pro- 
ben an Oligomer-Arrays unter Verwendung einer erfin- 
dungsgemaBen Vorrichtung. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung isl 
somit ein Verfahren zur Hybridisierung doppelstrangiger 
DNA-Proben an Oligomer-Arrays (Oligomer-Chips), wobei 
man eine erfindungsgemaBe Vorrichtung wie vorstehend be- 
schrieben verwendet und wobei man die DNA-Probe zy- 
klisch durch die Pumpe bewegt und zuerst im Heizelement 
denaturiert, im Kuhlelement kuhlt und nachfolgend in der 
Hybridisierungskammer hybridisiert und dann wieder in 
dem Heizelement denaturiert, wobei man mindestens zwei 
solcher Zyklen automatisiert nacheinander durchfUhrt. 

Ein weiterer Gegenstand dcr vorlicgcndcn Erfindung ist 
ein Kit, umfassend eine wie oben beschriebene Vorrichtung 
zur Hybridisierung doppelstrangiger DNA-Proben an Oli- 
gonucleotid- Arrays und einen oder mehrere Oligomer-Ar- 
rays oder Biochips und/oder Dokumentation zur Verwen- 
dung der Vorrichtung und/oder Pufferlosungen zur Durch- 
fuhrung der Hybridisierungen. 

Bezugszeichenliste 

1. 11 Hybridisierungskammer 

2. 12 Kuhlelement 

3, 13 Heizelement 

4, 14 Pumpe 

5, 15 Leitungswege 
6 ProbengefaB 

21 Deckel 

22 Ein-/AuslaBkanale 

23 Oligomer-Array 

24 Ternperierblock 

25 Kuhlkorper 

Paten tan spriiche 

1. Vorrichtung zur Hybridisierung doppelstrangiger 
DNA-Proben an Oligomer-Arrays (Oligomer-Chips) 
umfassend mindestens eine in zwei Richtungen for- 
dernde Pumpe (4, 14), eine geschiossene Hybridisie- 
rungskammer (1, 11), ein Kuhlelement (2, 12) und ein 
Heizelement (3, 13), wobei die einzelnen Komponen- 
ten in der oben genannten Reihenfoige jeweils mitein- 
ander durch Russigkeiten fordernde Leitungswege (5, 
15) verbunden sind. 

2. Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die Pumpe (4, 14) eine peristaltische 
Pumpe, eine Schlauchpumpe oder eine Kolbenpumpe 
ist. 

3. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Pumpe (4, 
14) programmierbar oder durch ein Computer gesteuert 
ist. 

4. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, daB die Hybridisie- 
rungskammer (1, 11) mindestens einen Deckel (21), 
mit durch diesen hindurch gefiihrten Ein-/AuslaBkana- 
len (22), und einen Ternperierblock (24), mit einem 
darauf auflegbaren oder festlegbaren Oligomer-Array 
(23), umfaBt. 

5. Vorrichtung gemaB Anspruch 4, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB weiterhin Kuhlkorper (25) vorhanden ist, 
auf welchem der Ternperierblock (24) angeordnet ist. 
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6. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnel, daB das Volumen der 
Hybridisierungskammer (1, 11) bei eingelegtem Oligo 
mer-Chip weniger als 200 pi belragl. 

7. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 5 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB die Hybridisie- 
rungskammer (1, 11) fur die Aufnahme handelsubli- 
cher Objekiirager oder Mikroskopobjektrager vorge- 
richtet isl. 

8. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 10 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB das Kiihlele- 
ment (2, 12) den Lei lungs weg (5, 15) fest umschlieBt. 

9. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnel, daB das Heizelement 
(3, 13) den Lei lungs weg (5, 15) fest umschlieBt und 15 
daB der Lei lungs weg (5, 15) mit seine m offenen Ende 
aus dem Heizelement herausragl. 

10. Vorrichtung nach cincm der Anspriichc 1 bis 8, da- 
durch gekennzeichnel, daB das Heizelement (3, 13) ein 
ProbengefaB (6) mindestens leilweise umschlieBt und 20 
das der Leitungsweg (5, 15) mil seinem offenen Ende 

in die in dem ProbengefaB (6) vorhandenen Probenlo- 
sung eintaucht und daB dieser Leitungsweg (5, 15) ge- 
gebenenfalls bis auf die Innenseite des Bodens des Pro- 
bengefaBes (6) gefuhrl isl. 25 

11. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB die Leitungs- 
wege (5. 15) Schlauche sind und vorzugsweise aus ei- 
nem inerten Material, Silikonkautschuken, Polyletra- 
fluorethylen, Polyvinylchlorid, Polyethylen und/oder 30 
Edelstahl bestehen. 

12. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnel, daB die Hybridisie- 
rungskammer (1, 11), das Kiihlelement (2. 12), das 
Heizelement (3, 13) und der Temperierblock (24) unab- 35 
hangig voneinander temperierbar sind. 

13. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spruche, dadurch gekennzeichnet, da6 der Temperier- 
block (24) der Hybridisierungskammer (1, 11) gleich- 
zeitig als Kiihlelement (2, 12) ausgebildet isu 40 

14. Vorrichtung nach einem der voranstehenden An- 
spriiche, dadurch gekennzeichnet, daB das Volumen der 
Leitungswege (5, 15) zwischen dem Heizelement (3, 
13) und dem EinlaBkanal (22) der Hybridisierungs- 
kammer (1, 11) kleiner als das Volumen der Hybridisie- 45 
rungskammer (1, 11) selbst ist. 

15. Verfahren zur Hybridisierung doppelstrangiger 
DNA-Proben an Oligomer- Arrays (Oligomer-Chips), 
wobei man eine Vorrichtung gemaB einem der voran- 
stehenden An spriiche verwendet und wobei man die 50 
DNA-Probe zyklisch durch die Pumpe bewegt und zu- 
erst im Heizelement denaturierU im Kuhlelement kiihlt 
und nachfolgend in der Hybridisierungskammer hybri- 
disiert und dann wieder in dem Heizelement den at u- 
riert, wobei man mindestens zwei soicher Zyklen auto- 55 
matisiert nacheinander durchfuhrt. 
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